コウCD3 コウCD28 ジキ コウタイ ヲ モチイタ カッセイカ リンパキュウ ノ コウシュヨウ カッセイ ニツイテノ ケンキュウ ： マウス モデル デノ サイボウ リョウホウ トノ カンレン by 伊藤 史人
Antitumor reactivity of anti-CD3/anti-CD28
bead activated lymphoid cells : implications








コウCD3 コウCD28 ジキ コウタイ ヲ モチイタ カ
ッセイカ リンパキュウ ノ コウシュヨウ カッセイ
ニツイテノ ケンキュウ ： マウス モデル デノ サ














Antitumor Reactivity of AntトCD3／Amti－CD28Bead ActiYated Lymphoid
Cells：I皿plications for‘Cell Therapyin a”urine Model　　　　、
（抗CD3抗CD28磁気抗体を用いた括性化リンパ球の抗腫瘍活性についての
l
研究：マウスモデルでの細胞療法との関連）
主査　教授　　藤　山　佳　秀
副査　教授　　小笠原　一　誠
副査　教授　　岡　部　英　俊
別紙様式3
論∵文　内　容　要．旨
【ふ　切　が　血I
氏　　　名
、ヽ　ti　ふみ　も
坤備丸人
学位論文題目
孔帖す転掃V一拍組側ノ緑ト軸＝地軸†押利
鞘還芸慧l
研究型昌的
1
T細胞において抗原、T細胞受容体であるCD3分子及び共刺激分子であるCD28分手を介する刺
激により、T細胞は活性化され抗原特異的免疫反応が誘導される。我々は、マウスに腫瘍を皮下注
射した後、第9，10日目に所属リン′囁くTDLN：1hnorDrai血g軸mphNode）を採取し、h血
において、圃層化抗CD3抗CD28抗体を用いて刺激し、担癌マウスに華子免疫することにより抗腫
瘍効果が得られることを報告した。今回我々は遊雛型抗CD3抗CDz8磁気抗体を用いて固層化抗
C王〕3抗C王〕28抗体とindvOにおける抗腫瘍効果を比較すると－ともに、hvi血0でのサイトカイン産
生およびIh・2によるサイ．トカイン療法との相乗効果について研究を行った。
宜塗
腫瘍としてマウス線維芽細胞腫細胞であるMcA205およびMCA207を用いた。MCA205または
MCA207を1Ⅹ106個、腰背部に皮下注射し、第9．10日目に所属リンパ節を採取した。実験により、
同マlクスから採取した脾臓、免疫されていないリンパ節、牌臓などを用いてリンパ球採薗部位につ
いても比較検討を行った。採取したリンパ組織を処理した後、圃層化抗CD3抗CD28抗体もしくは
遊離型抗CD3抗CD28聴気抗体を用いて刺激した。遊離型抗CD3抗CDz8磁気抗体はⅩ血
Thmが朗より．提供されたものを用いた。リンパ節および牌臓の細胞は抗体による2日間の刺激の
後、洗浄、遠心分離・した後、細胞をIレ宜を含む培地にて3日間培養し、その後の実験に用いた。in
dvoの実験として治療開始3日前に嘩劇MGA205もしくはMC舶07）をマウス尾静脈より静注し、
肺転移モデルを作成した。肺は14日目から16日目に採取し、転移個数を二重盲検法にて数えた。
実験により、IL・2を治療開始日から4日間、計8回腹腔内注射した。実験により、CD4陽性細胞分
離する際、MACS檻気システムを用いた。
結果
個離型抗CD3抗CD28磁気抗体による活性化TDLN細胞のサイトカイン仕FN・T，GM・C曙IL瑞
Ih・1㊥産生、および肺転移モデルを用いた抗腫癌効果を固層化抗C工は抗CD28抗体と比較検討した。
前者により活性化されたTDhN細胞は後者により活性化されたT王凪N細胞に比し、有意に嘩瘍特
異的にIFN・†，甲・C喝n・2，王L・10などのサイトカイン産生童が増加していた的・g・1）。肺転移モデ
ルにおいて，前者により活性化されたTDLN細胞は後者により活性化されたTD工劇細胞に比し有
意に転移を抑制し、その効果は投与された細胞数に依存した（Fig．軌
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】
癌性化後の細胞表面マーカーにらいては、遊離型抗CDS抗CD28磁気抗体により活性化された
TDLN細胞は圃層化抗C】〕3抗CD28抗体により活性化されたT】〕LN細胞よりも有意にCl〕4陽性細
胞が増加していた伊1g．凱次にこの抗腫瘍効果の差異についても機能を解明するため、それせれの方
法により活性化された後のCD4陽性細胞の抗腫瘍効果について比較検討を行った。各タの方法にて
活性化されたCD4陽性TDLN細胞は肺転移を同程度抑制し、両者に有意差を認めなかった卸ig．軋
しかしながらサイトカイ㌢産生量を調べたところ、遊離型抗CD3抗CD28磁気抗体虹より活性化さ
れたTDI止T細胞は固層化抗CD3抗CDz8抗体により活性化されたTDLN細胞よりも有意に．IL・宜
を腫瘍特異的に産生していた伊ig．5）。
次にリンパ球採取部位についての検討を宿った。Pig．6A，Bに示すようにJ担癌マウスより第9も
tt
しくは10日目に採取した所属リンパ節、肺臓はそれぞれ非担癌マウスの同部位から採取したリンパ
節、脾臓と比べ、抗体による活性化後、invi加での放射線照射．された嘘瘍細胞との共培養において
有意に工FN・Tを産生した。また鞄．7A，Bk示すように肺転移モデルにおいても抗腫瘍効果に有意差
を認めた。また、同じ抱癌マウスからTDLN、脾臓を嘩放し、抗体を用いて活性化した後、肺転移
モデルにて抗腫瘍効果を比較検討したところ、活性化TDI品細胞は有意に活性化脾細胞よりも肺転
移を抑制した（Fig．軋以上からTDLN細胞が遊離型抗CD串抗CD姐磁気抗体を用いて活性化する’
リンパ球として最も優れていると考えられた。
最後に活性化TD工。N細胞とIL・2との相乗効果について検討した。Fig月に示すように比較的多量
の活性化TDl。Nを用いだ場合、・IL・空がなくとも腫瘍を抑制するのに対し、少量のTDLN甲場合は
Iレ2による相乗効果が投与童に依存して認められた。乳500I血1においてTDhN単独と比較し有
意差が認められた。
皇室
我々はTDLNを用いてh壷加でも効果的な活性化方法について比較検討し報告して草た。その
結果、1）固層化抗CI相抗体よりも固層化抗CD3抗CD28抗体を用いた方が抗腫瘍効皐が認められ
ること、分画盾化抗CD3抗CD28抗体により静性化された後のTDLN細胞にはCD4陽性細胞が多
く含まれること、3）CD4陽性TDLN細胞はCD8陽性TDLN細胞よりも抗月軸効果を有することも
以前報告した。今回、遊離型抗cD3抗CD28磁気抗体を用いて活性化することによりさらにC工）4
陽性細胞の割合が増加し、より高い抗腫瘍効果が得られた．CD4陽性細胞は養子免疫療法において
J
非常に重要であることが示唆された。
塞詮
今回我々は開発した遊離型抗C刀3抗CD28磁‘気結合抗体を用いて固相化抗CD3抗CD28抗体と
抗腫瘍効果を比較し、前者により活性化された甲乙か＝ま後者により活性化されたTDLNよりも抗腫
瘍効果を有し、‘腫瘍特異的にサイトカインを産生した。抗腫瘍効果は量的なCD4陽性細胞数の相違
およびⅡ一一2産生能の相違（質的）によるものと考えられた。腫瘍所属リンパ節か‘ら採取し、活性化し
たリンパ球はそうでないリンパ節から得られたリンパ球や脾臓と比較して抗腫瘍効果を持つと考え
られた。比較的少量のIL1日こより相乗効果が得られることが判明した。
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